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The invention relates to a 
pseudo-dipeptide product obtained 
by couphng between histamine ^ 
or methyl-substituted histamine 
and an amin o acid having formula 
(I), wherein A is a radical 
selected in the group comprising 
amine radicals, amides, lactames, 

RV^resent'Jcfaa hydr^ra'atom, a hydrocarbonic radical or a functional group; Y and Z represent each a hydrogen or a fluorine atonv 
or a hydrocarbonic radical which may be substituted by one or a plurality of functional groups; and n is an integer higher than or equal 
to 1; ie covalent bond with the histamine or the methyl-substituted histamine being a peptide bond between die carboxylic radical of 
the amino acid and the amine radical of the histamine. The pseudo-dipeptide products of the invention may be used in therapeutical, 
cosmetological and agro-alimentary applications and particularly for the treatment of cataract 

(57) Abrege 

L'invention conceme un produit pseudo-dipeptide obtenu par couplage entre l'histamine ou l'histamine metfayl-subsntuee et un acide 
amin6 ayant pour formule (I), dans laquelle A represente un radical choisi dans le groupe consistant en radicaux amines, amides, lactames, 
urethanes; Ri, R'i, R2. R'2....Rd. R'n representent chacun un atomc d'hydrogene, un radical hydrocarbone, ou un groupement fonctionnel; 
Yet Z reprfcentent chacun urTatome d'hydrogfene ou de fluor, ou un radical hydrocarbon* pouvant etre subsntue par un ou ptasieurs 
groupements fonctionnels: et n est un entier superieur ou egal a 1; la liaison covalente avec l'histamine ou 1 histamine m6Aytsubsntu«e 
etantune liaison pepddique entre le radical carboxyUque de 1" acide amine et le radical amine de 1 histamine. Les produits pseudo-dipepudes 
de l'invention peuvent atre utilises dans des applications tberapeutiques, cosmetologiques et agroahmentaires et en parucuher pour le 
traitement de la cataracte. 
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PROD U IT 



DE COUPLAGE DE L'HISTAMINE ET D'UN 



PCT/FR94/00189 

ACIDE AMINE 



La presence invention concerne les produits a base 
d'histamine et plus particulierement un produit de couplage 
en t r e 1 ' histamine ou 1 1 histamine methyl -substitute et un 
acide amine, son proc£de de preparation et ses applications 

5 en tant que principe act if sur le plan therapeutique que 
cosmetologique, ou comme agent ameliorant la stabilite des 
formulations relevant du domaine therapeutique, 

cosmetologique ou agro-aliraentaire. 

les proprietfes biologiques des dipeptides tels que la 

10 f}-alanyl-histidine sont particulierement interessantes dans 
la mesure ou elles contribuent a renforcer les moyens 
naturels de defense et de reparation de l'organisme. 
Toutefois, les composes comportant un amino-acide ou plus 
dans leur structure, tels que la p-Alanyl-histidine, forment 

15 une classe de principes actifs generalement bien toleres par 
l'organisme mais dont l'efficacite est considerablement 
reduite par le fait que ces produits sont rapidement degrades 
par l'organisme- De plus, bien que la sensibilite aux 
desactivations enzymatiques soit considerablement reduite 

20 pour les tres petits peptides (J. Dressman "Opportunities for 
peptide absorbtion in the GI tract", Communication GTRV 1992, 
Paris), la desactivation enzymatique des dipeptides pourrait 
conduire dans certains cas, a la liberation d'histamine. 
Cette activite "pro-histaminique" , associ£e a la perte 

25 d 1 activite du dipeptide d'origine, n'est pas souhai table dans 
le cadre de cette invention. 

Par consequent, le but principal de 1 ' invention est 
done de mettre au point des produits peptoides proches des 
dipeptides mentionnes ci-dessus, mais dont l'efficacite n'est 

30 pas reduite du fait qu'ils ne sont pas degrades par 
1 ' organisme. 

Un autre but de 1' invention est de realiser un 
produit peptoide a base d'histamine ayant des proprietes qui 
renforcent les moyens naturels de defense et de reparation de 

35 l'organisme. 

Encore un autre but de 1 ' invention est de realiser un 
produit peptoide tel que defini ci-dessus, et dont la 
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biodisponibilite est amelioree en acetylant 1 ' extremity 
ami nee . 

Encore un autre but de l f invention est de rfealiser un 
produit peptoide ayant une groupement acetyl^ tel que defini 
5 ci-dessus, de sorte que l f hydrolyse par des enzymes du type 
ac^tylpeptide hydrolase permette la liberation ±n situ d'un 
produit actif par effet retard. 

L> 1 ob j et principal de 1 • invention est done un 
produit pseudo-dipeptide obtenu par couplage entre 
10 l 1 histamine ou l f histamine methyl -substitute et un acide 
amin& ayant pour formule: 

R! R 2 R n Y 

II II 

A C C C C COOH 

15 II II 

R'l R' 2 R f n Z 

dans laquelle A represente un radical cholsi dans le groupe 
consistant en radicaux amines , amides, lactames, urethanes, 

R 1, R, 1, R 2, R, 2 R n, R? n representent chacun un atone 

d'hydrogene ou un radical hydrocarbone pouvant etre substitue 
par un ou plusieurs groupements fonctionneis , Y et Z 
representent chacun un atome d'hydrogene ou de fluor, ou un 
radical hydrocarbon^ pouvant etre substitue par un ou 
plusieurs groupement s fonctionneis , et n est un entier 
25 superieur ou egal a 1 , la liaison covalente avec 1 r histamine 
ou I 1 histamine methyl- subs tituee fetant une liaison peptidique 
entre le radical carboxyligue de 1* acide amine et le radical 
amine de l f histamine. 

Un autre objet de 1' invention est un produit pseudo- 
dipeptide tel que defini dans 1* objet precedent, dans lequel 
l f atome d'oxygene du groupement carbonyle obtenu lors du 
couplage de 1' acide amine et de 1' histamine, est remplace par 
un atome de soufre. 

Parmi les acides amines repondant a la formule de 
1' invention, les acides amines suivants donnent les meilleurs 
resultats: 

la (J-alanine de formule 

H 2 N - CH 2 - CH 2 - COOH 



20 



30 



35 
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15 



1 ' acide Y - aminobut:yrigue de formule 
H 2 N - CH 2 - CH 2 - CH 2 - COOH 

5 1' acide p-aminoisobutyrique de formule 

CH 3 
I 

H 2 N - CH 2 - CH - COOH 

10 l'acide 5-aminovalerique de formule 

H 2 N - CH 2 - CH 2 - CH 2 - CH 2 - COOH 

1 'acide 3 -phenyl -3-aminopropionique 
HoN - CH - CH2 - COOH 

l'acide 6 - aminocaproique 
H 2 N - (CH 2 ) 5 - COOH 

20 l'acide 8-amino-octanoique 

H 2 N - (CH 2 ) 7 - COOH 

l'acide 4-methyl-aminobutyrique 

CH3 - NH - CH 2 - CH 2 - CH 2 - COOH 

25 

l'acide DL-ft- aminobutyrique 

CH3 - CH - CH 2 - COOH 

NH 2 

1 ' acide L-glu-tamique 

HOOC - CH - CH 2 - CH 2 - COOH 

NH 2 

35 les acides amines dans lesquels on a procede a la 

pyroglutamyla1;ion du radical NH 2 

R n Y 
I l 

NH - CH ----- C — C - COOH 
II II 
C CH 2 R'n z 

40 0 ' CH 2 

ou les acides amines suivants dans lesquels 
I'extremite aminee a ete acetylee. En effet, I'hydrolyse de 



30 
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ce grouperaent par des enzymes ( du "type acetylpeptide 
hydrolase) permet la liberation in situ d'un produit actif 
par effet retard. 

5 l'acide N-acetyl-P-alanine 

Ac 

i 

HN - CH 2 - CH 2 - COOH 

JO I'acide N-acetyl-3-phenyl-3-aminopropionique 

Ac 
I 

HN - CH - CH 2 - COOH 

15 l'acide amine acyle suivant possede en outre des 

proprieties antioxydahtes inherentes qui renf orcent 1 • activite 
du produit pseudo-dipeptide selon 1 f invention 
CH 3 0 

l II 

20 CH 3 -C-O-C-NH- CH 2 - CH 2 - COOH 

CH 3 

Toutefois, la P-alanine est 1 1 acide amine qui permet 
25 d'obtenir un produit pseudo-dipeptide realisant parfaitement 
les buts de 1* invention. La fi-alanine peut etre couplee soit 
a 1 ' histamine de f ormule 

NH 2 - CH 2 - CH 2 J\ 
30 N 

soit a la 1 -methyl -histamine ou 1 -methyl - imidoazolethy lamine 

CHo 

NH 2 " CH 2 ~ CH 2 ~\ I 

35 N 

soit a la 3-me-thyl-histamine ou 3-me1:hyl-imidoazolet:hylam±ne 

N 

NH 2 - CH 2 - CH 2 || 

I 

40 CH 3 
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Le produit pseudo-dipeptide prefere dans le cadre .de 
1' invention est: la |i-alanyl-histamine de formule 



H 2 N - CH 2 - CH 2 - C - NH - CH 2 - CH 2 ) 

N 

La preparation du produit pseudo-dipeptide selon 
10 1' invention peut se faire, soit en utilisant un procede 
chimique, soit en utilisant une methode de synthese en tout 
ou en partie enzymatique. 

Le procede de preparation chimique se presente selon 

le shema suivant: 

15 

(1) 

AA + X + Y — * X-AA-Y 

(2) 

X-AA-Y + Hist (.2Hcl) X-AA-Hist 

20 (3) 

X-AA-Hist -* AA-Hist 

La premiere etape du procede consiste a rendre 
1* amino- acide ( AA ) N-protege par un groupement X, et 0-active 
par un groupement Y. 

25 La N-protection est effectuee de preference par le 

remplacement d 1 un atome d'hydrogene dans 1 1 amine de 1 1 acide 
amine par le groupement X qui peut etre un radical acyl, 

acyloxy, Parmi les groupements protecteurs les plus 

int&ressants on peut citer le benzyl-oxycarbonyle, le ter- 

30 butyloxy-carbonyle ( BOC) , le 9-f luorenyl-methyl-oxycarbonyle 
(FMOC), les radicaux benzyle, phthaloyle, 2-nitrophenyl- 
sulfenyle, le trif luoro-acetyle, le ter-butyloxy-carbonyle 
etant prefere. 

Bien qu'il soit possible de s'en dispenser, 

35 l f activation O est une des caracteristiques du procede 
d'obtention du produit pseudo-dipeptide selon 1' invention. 
Cette activation realisee de preference par esterif ication de 
la fonction carboxylique de 1 1 acide amine par un compose 
choisi dans le groupe consistant en: alcool de cyanomethyle, 
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o-nitrophenol, 2,4, 5-trichlorophenol , p-nitrophenol , 2,4- 
dinitrophenol , pentachlorophenol , pentaf luorophenol , N- 
hydroxyphtalimide, N-hydroxysuccinimide, 1-hydroxypiperidine 
et 5-chloro-8-hydroxy-quinoline. 
5 Ainsi, si on utilise le pentaf luorophenol en tant 

que groupement Y, la reaction s'ecrit, si R COOH est 

1 ' acide amine selon 1 1 invention 



10 




R -COOH + -** R - COO — 




15 

La deuxieme etape du procede de preparation est le 
couplage avec 1' histamine qui peut se faire avec ou sans 
agent de couplage, en faisant reagir 1* acide amine N-protege 
et O-active avec 1' histamine de preference sous forme de 

20 dichlorhydrate. II faut noter que 1 1 agent de couplage n'est 
pas indispensable avec un acide amine O-active. 

Le couplage sans agent de couplage s'effectue dans un 
solvant organique (par exemple chlorof orme, 1 , 2- 

dimethoxyethane, dimethylf ormamide . . . ) en presence d * acide 

25 (par exemple acide acetique. . . ) ou de base (par exemple 
trietylamine. . • ) dans un solvant hydro-organique (par exemple 
eau -pyridine ou eau-1 , 2-dimethoxyethane . . . ) en presence de 
base (par exemple soude ou bicarbonate de sodium...) puis 
d' acide (par exemple acide chlorhydrique. . . ) ; dans des 

30 conditions catalytiques (par exemple imidazole, N- 
ethylmorpholine. ..)... 

Si un agent de couplage est utilise, cet agent peut- 
etre par exemple le dicyclohexyl-carbodiimide, le 1- 
isobutyloxycarbonyl-2-isobutyloxy-l , 2-dihydroquinoline , le 

35 carbonyldiimidazole, Woodward Reagent K, a-chlorovinyl ethyl 
ether, a, a-dichlorodiethyl Ether, dichloromethyl methyl 
ether, DCC et additifs, DCC-pentachlorophenol , DCC- 
pentaf luorophenol, cyanamide, cetenimines et cetenes, sels 
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d ' oxazolinium, EEDQ ( ' l-ethoxycarbonyl-2-e-thoxy-l , 2- 

dihydroquinoleine ) , ynamines acylphosphoniums , 

triphenylphosphite et imidazole, complexes de cuivre II, 
S1C14... 

5 Dans la . troisieme etape, le groupement X ou N- 

protecteur est elimine. Cette elimination se fait, selon les 
groupements protecteurs, par hydrogenolyse , par reduction par 
le sodium dans 1' ammoniac liquide, par hydrazinolyse, par 
acidolyse, par hydrolyse ou par voie enzymatique. La 

10 solution preferee consiste a effectuer cette etape de 
deprotection par acidolyse par l'acide chlorhydrique dans 
l'acide acetique. Dans ce dernier cas, le produit pseudo- 
dipeptide est obtenu sous forme de chlorhydrate, et il faut 
le traiter par des resines pour recueillir le produit base. 

15 a titre d'exemple, le procede de preparation de la B- 

alanyl-histamine peut se faire de la facon suivante: 

370 mg de chlorhydrate d' histamine (2 mmol ) sont 
dissous dans 7 ml de dimethyl formamide (DMF). 0.56 ml de 
triethylamine (4 mmol) et 800 mg de N-terbutyloxycarbonyl-£- 

20 alanyl-pentafluorophenyl-ester (2.25 mmol) sont ajoutes au 
melange. Le melange est agite 30 minutes a 0*C puis 3 heures 
a temperature ambiante. Le residu est filtre puis lave avec 
du dimethylformamide. Le dimethyl formamide est evapore sous 
vide. De 1* ether est ajoute au residu et le compose huileux 

25 N-terbutyloxycarbonyl-p-alanyl-histamine est recueilli par 
decantation. Le chlorhydrate de p-al any 1 -histamine est 
ensuite obtenu par traitement du N-terbutyloxycarbonyl-0- 
alanyl-histamine par de l'acide chlorhydrique en solution 
dans l'acide acetique pendant 30 minutes. L'acide acetique 

30 est partiellement evapore sous vide et de 1' ether est rajoute 
au residu. Le residu est alors filtre. La recristallisation 
par le systeme ethanol /methanol (50/50) - ether ethylique 
conduit a l'obtention de 300 mg de chlorhydrate de p-alanyl- 
histamine. Enfin, la p-alanyl -histamine base est obtenue par 

35 passage du chlorhydrate correspondant sur des resines. 

La methode de synthese enzymatique se fait en 
utilisant la reaction de couplage suivante, une fois que 



8419325A1_L> 



I 



WO 94/19325 PCT/FR94/00189 

8 

1 ' amino-acide (AA) est N-protege ( groupement X) et O-active 
( groupement Y ) : 

enzyme 

X-AA-Y + hist * X-AA-hist + Y 

5 

Dans le cas present, la N-protection dont la 
preparation a deja ete decrite dans le procede de preparation 
chimique, permet aussi d ' accroitre la solubilite de. l'acide 
amine dans le milieu reactionnel . Ceci peut diriger le choix 
10 du groupement X de f agon a augmenter la solubilite de 1 f acide 
amine dans les milieux organiques. Aiiisi, X est de preference 
le radical benzyl -oxycarbonyle 

X = Ph-CH 2 -0-C— 
15 ^ II 

o 

L 1 activation 0 peut se faire par esterif ication de la 
fonction carboxylique par un alcool choisi dans le groupe 
consistant en: alcools aliphatiques , de preference Methanol, 

20 les halogeno-alkylalcools tels que le 2, 2, 2-trichloro- 
ethanol, les alcools aromatiques tels que le phenol r ainsi 
que les alcools deja cites pour le procede de preparation 
chimique. 11 faut toutefois exclure les alcools tertiaires. 

La reaction de couplage avec l f histamine base ( ou ses 

25 derives methyles) ou un ' sel d' histamine ( ou ses derives 
methyles ) , par exemple le dichlorhydrate d f histamine, est 
realisee dans une variete de solvants organiques tels que les 
solvants hydrocarbones aliphatiques (cyclohexane, heptane. . . ) 
ou aromatiques ( toluene ) , les alcools tertiaires (t-butanol, 

30 ter-amylalcool ) , les halogenures d 1 alkyle ( dichlororaethane ) , 
les ethers ( isopropylether ) , l'acetonitrile, le 

dimethylf ormamide ou le dime-thylsulf oxyde. Ces solvants 
peuvent etre utilises seuls ou en association, anhydres ou en 
presence d'une faible quantite d'eau. 

35 La reaction peut etre conduite en presence ou non 

d'une base, telle que la triethylamine. 
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Le catalyseur enzymatique est: une hydrolase (lipase, 
protease) d'origine microbienne ou animale ou vegetale. II 
peut etre sous une forme pure ou non purifiee. 

On peut ainsi prendre comme catalyseur les lipases 
5 extraites de micro-organismes: Pseudomonas sp. , Candida 
Rugosa, Mucor, ou d'origine animale: lipase pancreatigue du 
pore ( LPP ) , des proteases : trypsine , chimotryps ine , 
substilisine, papaine. . . 

Le catalyseur, non soluble dans le milieu 
10 reactionnel, est disperse dans le solvant seul ou immobilise 
sur un support inerte afin de faciliter son recyclage. 

La reaction est effectuee a une temperature comprise 
entre 4 # C et 70* C, mais de preference entre 35 # C et 45 *C sous 
agitation. 

15 Le produit de couplage est recueilli par filtration 

ou apres extraction avec un solvant approprie. 

la deprotection et la purification peuvent etre 

realisees selon la methode decrite en relation avec le 

procede de preparation chimique. Toutefois, cette etape de 
20 deprotection peut etre realisee par une reaction enzymatique 

selon le schema : 

enzyme 

X-AA-hist * AA-hist + X-OR 

R-OH 

25 ou R = H ou un radical alkyle. 

Le protocole est similaire a celui decrit pour 
l f etape de couplage. Toutefois, dans le cas ou R = H la 
reaction est conduite dans l'eau. 

Pour 1' etape de couplage, il peut etre envisage des 
30 solutions moins favorables, mais permettant de reduire les 
couts de production de fagon importante, en utilisant soit un 
amino-acide non N-protege (ou X = H), mais 0-active, soit un 
amino-acide N-protege, mais non O-active (ou Y = H), soi meme 
1 • amino-acide de depart (X = Y = H). Les conditions 
35 operatoires sont similaires a celles decrites precedemment 
pour le cas ou 1 1 amino-acide est N-protege et O-active. 

Dans l'exemple suivant, la N-acetyl-|i- alanyl - 
histamine est preparee comme suit: 
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- 2,38 g (15 mmoles) de N- acetyl — alanine ethyl ester 
et 1,11 g (10 mmoles) d 1 histamine sont dissous dans 40 ml 
d ' un melange tert-amylalcool-heptane ( 25 : 75 ) . 

- 0,5 g de lipase Amano P (Pseudomonas sp. ) sont 
5 ajoutes et la suspension est chauffee a 40 # C, sous agitation 

pendant 48 heures. 

La disparition complete d f histamine est verifiee par 
HPLC (R.P.C-18-H20-CH3CN-TFA:99/1/0,1) . 

I*e catalyseur est alors recupere par filtration. Le 
10 solvant organique est evapore sous vide pour donner un 
compose huileux. Ce residu est triture dans l f 6ther ethylique 
afin d'eliminer l'exces de N-acetyl-0-alanine ethyl ester. On 
obtient 1,9 g de N-acetyl-P-alanyl-histamine. 

15 Propri^tes pharmacologiques 

Comme il a deja et<§ mentionne, les produits pseudo-dipeptides 
selon l f invention, peuvent potentialiser certains mecanismes 
de defense et de reparation de 1 'organisme. lis s'opposent 

20 ainsi au vieillissement et a la degenerescence des tissus 
(oculaires, musculaires, cutanes, „ . . ) et ils favorisent la 
cicatrisation. 

Des proprietes anti-oxydantes de ces produits, et 
plus precisement leur caractere de piegeurs de radicaux 

25 libres, et leur capacite a eliminer les produits de 
peroxydation toxiques pour 1 T organisme, rendent compte, en 
partie, des proprietes pharmacologiques observees. La 
capacite de ces produits a s'opposer au "stress oxydatif" , et 
done a suppleer aux systemes de defense anti-oxydative de 

30 1' organisme, leur permet d f intervener dans diver ses 
pathologies. On peut citer leur action anti-inf lammatoire, 
leur role de radioprotecteur lors de traitements en 
radiotherapie, leurs proprietes anti-atherosclerose 

(inhibition de l'oxydation des LDL), anti-cataracte ou anti- 

35 tumorales qui sont maintenant bien documentees. 

Comme il a deja ete mentionne, les produits pseudo- 
dipeptides selon 1 ' invention presentent des proprietes 
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d'antivieillissement et d ■ antidegenerescence des tissus 
cutanes et muqueuses. Ces proprietes sont dues de facon 
generale a l'activite antioxydante de ces produits, et en 
particulier aux activites anti-radicaux libres, pseudo- 
5 peroxydase, antireticulation, et de regeneration tissulaxre 

qu'ils demon trent. 

De plus, de multiples arguments experimentaux, 
analytigues et epidemiologigues, militent en faveur de la 
rheorie selon laquelle 1 ' accumulation des dommages 

10 biochimiques provoques par les R.I*, constituerait le 
processus essentiel du vieillissement. II est notamment clair 
que 1' exposition au rayonnement solaire, responsable de la 
formation d'especes radicalaires derivees de 1'oxygene, est 
une cause du vieillissement cutane premature, comme elle est 

15 le facteur principal dans le formation de la cataracte dite 
"senile". 

La plupart des constituants cellulaires represented 
en effet des cibles potentielles pour 1'attaque des radicaux 
libres. Les acides gras insatures entrant dans la composition 
20 de phospholipides membranaires sont particulierement 
sensibles a leur agression. Leur oxydation conduit a une 
desorganisation membranaire, a la perte des composants 
intracellulaires, a la formation d' aldehydes (toxiques) et de 
complexes lipoproteiques ( lipof uschine ) . Les proteines sont 
25 egalement des cibles pour, les radicaux libres, et leur 
attaque conduit a la denaturation des proteines, a leur 
coupure. L ' alteration du tissu conjonctif par les RL est un 
element important de leur action destructurante. Les 
constituants glucidiques sont egalement attaques, 1 ' acide 
30 hyaluronique est depolymerise, les recepteurs membranaires 
glycoproteiques sont alteres. Enfin, les acides nucleiques 
sont des cibles d'une grande importance f onctionnelle. 

Une autre caracteristique des produits pseudo- 
dipeptides selon 1' invention rendant compte de la protection 
35 des proteines vis-a-vis du "stress oxydatif", est la presence 
du groupement imidazole de 1' histamine. En effet, les 
phenomenes oxydatif s, responsables de la degradation des 
proteines, semblent impliquer tout particulierement le cycle 
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Imidazole de 1 ' amino-acide histidine (Ref. "Hydroxy 1 radical 
mediated damage to proteins vzith special reference to the 
cristallins" - Biochemistry, vol.31 (1992), p. 4296). II 
apparait ainsi que ces composes peuvent jouer un role de 

5 "leurre" pour les R.L. 

Les produits pseudo-dipeptides selon 1 1 invention 
peuvent s'oppposer au "stress oxydatif" a un autre niveau. 
Ces composes sont capables de reagir, non plus sur 1 1 espece 
radicalaire, mais en aval du phenomene oxydatif , sur des 

10 sous-produits toxiques, les peroxydes, issus de la reaction 
des R.L. sur certains constituants cellulaires. Cette 
activite dite "peroxydase" , par analogie avec le nom donnfe 
aux enzymes chargees dans 1 ' organisme d ' eliminer les 
peroxydes, permet de neutraliser ces peroxydes et ainsi 

15 d'empecher des reactions en chaine, qui conduisent notamment 
a la rupture des membranes cellulaires. On obtient ainsi une 
activite reparatrice. 

Plusieurs tests in vitro ont ete realises afin de 
mettre en evidence les differentes proprietes antioxydantes 

20 evoquees . 

PROTOCOLE deer it par J.M.C. Gutteridge dans 
Biochemistry Journal, vol 224 (1984), p. 761-767: 
- substr at d 1 oxydation : desoxyribose , 

-systeme de production d' anions superoxydes: xanthine 
25 oxydase /hypoxanthine , 

-detection: acide thiobarbiturique/malondialdehyde 
(MDA) 





% inhibition 


Temoin 


0 


L-carnosine ( lOmM ) 


37 


P-alanyl-histamine( lOmM ) 


49 



30 Cette activite s'exerce egalement pour la protection 

des phospholipides membranaires . Les radicaux libres oxygenes 
reagissent avec les phospholipides pour former des produits 
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instables qui, en se degradant, entrainent la rupture de la 
membrane eel lul aire . 

Les -tests suivants illustrent cette action. 



PR0T0COLE 1 

-substrat d'oxydation: liposomes de 
phosphatidylcholine 

-systerae de production de radicaux libres: Fe/acide 
ascorbique, 

-detection: acide thiobarbiturique ( TBA ) / 
malondialdehyde (MDA) 

Protocole decrit dans "Anti-oxydant activity of L- 
carnosine, a natural histidine-containing dipeptide 
in cristallin lens". 

Biochem. Biophys. Acta (1989), vol 1004, p. 363-371. 





T|rool MDA 
ma phospholipides 


% 

d ' inhibition 


Temoin( sans inhlbiteur) 


4,4 


0 


fj-alanyl-histaraine( lOmM) 


2,5 


42 


Camosine( lOmM) 


2,0 


53 


His-tamine( lOmM) 


6,8 


-63 


Histamine lfiM 


6,4 


-45 


His-tidine lmM 


6,6 


-48 



10 



20 PROTOCOLE 2: 

- substrat d 1 oxydation : acide linoleique (0,25 mg/ral ) , 
-sy st erne de production de radicaux libres: Fe/acide 
ascorbique, 

-detection: acide thiobarbiturique (TBA) 

25 /malondialdehyde (MDA). 
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T]mol MDA/ 


% 




mg acide 


d» inhibition 




linoleique 




Temoin( sans inhibiteur) 


7,95 


O 


{}-alanyl-histamine( 25mM ) 


4,25 


47 


Carnosine( 25mM) 


3,24 


59 


imidazole( 25mM ) 


6,95 


11 


£-alanine(25mM) 


7,91 


0 


Histamine ( 25mM ) 


10,15 


-32 


P-alanine( 25mM) 






+ histamine(25mM) 


9,06 


-15 



L 1 activite du type peroxydase des produits pseudo- 
dipeptides de 1 1 invention s 1 exerce par la reduction des 
peroxydes de type L-OOH resultant de 1 1 attague des lipides 
5 membr anai res par des radicaux oxygenes. Ces formes peroxydees 
peuvent se fragmenter, entrainant la rupture de la membrane 
cellulaire. Ce mode d' action est complementaire de l'activite 
antiradicalaire permettant ainsi une desactivation 
particulierement efficace du processus de degradation des 
10 membranes biolcgiques. Ce mode d 1 action est appele "activite 
peroxydase" par analogie avec certains enzymes (catalases, 
glutathione-peroxydase ) qui agissent sur le peroxyde 
d ' hydrogfene . 

Un produit pseudo-dipeptide selon 1' invention tel que 
15 la B-alanyl -histamine inhibe la reaction 

L-OOH -* produits de degradation (tetradienes, 
cetodienes ) , 

en reduisant le peroxyde 
L-OOH -* L-OH 

20 Des tests effectues avec des composes peroxydes tels 

que le 13-monoperoxyde d 1 acide linoleique ou les 
hydroperoxydes de phosphatidylcholine montrent qu ' un produit 
pseudo-dipeptide selon 1' invention, la (J-alanyl -histamine se 
comporte de fagon comparable a la (5-alanyl-histidine ou 

25 carnosine. Le comportement reducteur biologique de ce produit 
a ete compare a un agent reducteur chiraique, le borohydrure 
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de sodium qui inhibe la reaction de degradation de fagon 
identique. 

Les tests suivants illustrent cette activitfe 



10 



15 



PROTOCOLE 1 

L f evolution des lipides peroxydes est evaluee a 
l'aide de 3 methodes: 

!•) mesure spectrophotometrique a 233 nm, 
e - 2,8 10 4 M'-^cm"^ 

(O.S. Privett, C. Nickell, W.O. Lundberg, and P.D. 
Bayer, dans J. Am. Oil Chem. Soc, Vol 32 (1955), p. 505-511. 

2*) Dosage iodometrique : methode de M. Hicks et J.M. 
Gebicki, /Analytical Biochemistry vol 99 (1979) p 249-253. 

3 * ) chromatographic sur plaque silicagel 
( hexane/ether/acide acetique 8/7/0,1). 





Activite "p&roxydase" 
t|mol de L-OOH reduites/heure 


Temoin (a) 

0-alanyl-histaraine( lOmM) (b) 
P-alanyl-histamine( 20mM) (b) 
NaBH 4 (lOmM) (c) 


36,7 ± 14,7 
138,1 ± 18,7 
187,5 ± 15,7 
312,5 ± 14,5 



( a ) 13-monoperoxyde d 1 acide linoleique 0 , 5 mM sans 
20 agent reducteur (preparation selon la methode de H.W. Gardner 

(1975) Lipids, vol 10, p. 248-252). 

(b) activite entierement inhibee par l f addition de 
0,5 mM de EDTA. 

(c) agent reducteur chimique. 

25 

PROTOCOLE 2 

L' activite type "peroxydase" a egalement ete evaluee 
sur un modele "liposome". Les hydroperoxydes de 
phosphatidylcholine (PC-OOH) sont prepares selon un protocole 
30 similaire a celui dejS decrit pour le monoperoxyde d' acide 
linoleique. 
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La reduction des formes peroxydes est suivie en 
dosant les peroxydes restants selon une mfethode etablie 
(Hicks M and Gebicki J.M (1979), Anal* biochem. , vol 99 p 
249-253. 





Nb moles de PC-OOH 
reduites/Nb moles de PC 
total x heure 


P-alanyl-histamine( lOmM) 
L-carnosine( lOmM ) 
0-alanyl-histamine ( 25mM ) 
L-carnosine ( 25mM ) 


0,77 x 10~ 3 
3,16 x lO- 3 
1,56 x 10-3 
3,65 x 10-3 



On s'apergoit, a la lecture des tests ci-dessus que, 
dans certains cas, la L-carnosine donne des resultats 
superieurs a la 0-alanyl-histamine. Cependant, la 

10 desactivation enzymatique au niveau cutane de la L-carnosine 
ne permet pas d'esperer d'aussi bons resultats in-vivo. 

Les pseudo-dipeptides selon l f invention peuvent agir 
plus en aval encore du phenomene de "stress oxydatif", par 
ieur sf f s"t " sn"ti~li pof ushins " On 1'a vu # la psroxydation des 

15 acides gras, et en particulier des phospbolipides, conduit a 
leur fragmentation. Ces sous-produits de fragmentation sont 
toxiques, ils provoquent la reticulation des proteines. Les 
complexes lipoproteiques pigmentes qui sont formes sont 
appelfes "lipofushines" 

20 La peroxydation des acides gras par les radicaux 

libres ne detruit pas seulement ces acides mais inactive les 
proteines avec formation de polymeres "cross-linked". ce 
processus qui se fait au detriment a la fois des enzymes et 
des organites cellulaires, est considere pour jouer un role 

25 dans le processus de vieillissement . Ces polymeres derives 
d'une liaison croisee entre des acides gras polyinsatures et 
des proteines sont appeles lipof uscines. 

Les pseudo-dipeptides de 1* invention fournis pour 
renforcer les defenses naturelles de l'organisme permettent 

30 de limiter la deterioration des proteines par ce processus en 
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reduisant signif icativement la formation des complexes 
lipoproteiques . 

Un autre mode d f action des produits pseudo-dipeptides 
selon 1' invention repose sur leurs proprietes anti-glycation, 

5 c'est-a-dire leurs capacites a inhiber la condensation 
spontanee entre les residus amines des proteines et les 
sucres reducteurs, et principalement le glucose. 

La suite de reactions chimiques qui s'ensuit, etait 
connue depuis des dizaines d'annees par les chimistes de 

10 1 1 alimentation sous le nom de reaction de Maillard. Elle 
entraine une accumulation de liaisons irreversibles entre les 
proteines, dont le nombre augmente avec l'age. II se forme 
des "liaisons croisees" entre des proteines telles que le 
collagene ou l'elastine (Ref.K. Reiser, R.J. McCormick, and 

15 R.B. Rucker - "Enzymatic and nonenzymatic cross -linking of 
collagen and elastin" - FASEB Journal, vol.6 (1992), p. 2439- 
3449), avec pour consequence, un raidissement et une 
rigidif ication des tissus, phenomenes caract6ristiques des 
tissus vieillissants . Ce phenomene concerne surtout les 

20 proteines a longue duree de vie (proteines du cristallin, 
collagene, myeline), il est egalement responsable de la 
"cataracte du diabfetique" , individu chez qui la formation de 
proteines reticulees est fortement acceleree. 

L * action antiglycation est due au fait que les 

25 produits pseudo-dipeptides selon l f invention sont des 
composes nucleophiles amines qui s f opposent a la reticulation 
des proteines par les sucres, en intervenant au niveau des 
intermedi aires de la reaction de Maillard (voir plus haut). 
Dans les produits de l f invention c'est une amine nucleophile 

30 steriquement peu encombree qui confere cette propriete. 

Enfin, 1 1 activite de regeneration cellulaire dans le 
processus de cicatrisation a ete demontre pour les produits 
pseudo-dipeptides selon l 1 invention. En effet, le processus 
de cicatrisation comporte trois phases: une phase vasculaire 

35 et inf lammatoire, une phase proliferative ou il se produit 
une proliferation des fibroblastes et une neosynthese du 
collagene, et une phase de remodelage au cours de laquelle il 
se produit un equilibre entre collagenolyse et biosynthese. 
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Dans ce processus, les produits pseudo-dipeptides agissent en 
-bant qu* agents chimiotactiques ou activateurs qui provoquent 
l*arrivee vers le foyer cicatriciel des cellules participant 
a la reconstruction des tissus. 

5 Un test de mise en evidence de 1 1 activite d 1 un 

produit pseudo-dipeptide selon 1' invention, la fi-alanyl- 
% histamine, sur la reparation du tissu conjonctif cutane a ete 
pratique chez le rat* Cette experimentation a ete effectuee 
sur un lot de 12 rats Wistar. Une incision d'une longueur de 

10 12 mm impliquant en profondeur l f ensemble epiderme et derme. 
A la fin de la cicatrisation les rats ont ensuite ete traites 
quotidiennement par application topique de la 0-alanyl- 
histaraine pendant trois semaines. En meme temps, un lot 
temoin de 12 rats a 6te traite avec un placebo pendant la 

15 meme duree d ' experimentation . 

Apres les 3 semaines d f experimentation, un 
pr&levement du tissu cicatriciel a montre que la cicatrice 
est peu ou pas visible en surface. L f epiderme est bien 
reconstitue. les couches cornees sont identiques a celles de 

20 1 ■ epiderme normal voisin. Elles montrent un aspect variable 
suivant que 1 f on considere les animaux temoins ou les animaux 
traites . 

La zone dermique en voie de cicatrisation apparait 
comme une bande relativement etroite s 1 etendant de 1 f epiderme 

25 a la couche musculaire. La l.imite avec la zone non lesee est 
nette, sans aspect de transition. La densite et 1 ' aspect des 
elements du tissu conjonctif sont sensiblement les memes dans 
la couche capillaire et dans la couche profonde. Cependant, 
les fines fibres elastiques ou de reticuline sont 

30 generalement plus nombreuses dans les couches dermiques 
superf icielles . La substance fondamentale est plus abondante 
que normalement comme le montrent les colorations par le bleu 
de toluidine ( metachromasie a pH acide et technique de 
Lissberg). 

35 Par contre les rats du lot temoin presentent un 

epiderme avec bourrelet cicatriciel d f une epaisseur 
superieure a la normale. On note une hyperplasie 
f ibroblastique et neovasculaire sur 1' ensemble de la region 
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cicatricielle. Les fibroblastes sont en outre moderement 
hypertrophies. Quelques rares faisceaux collagenes epais 
peuvent s' observer, mais la plus grande partie des faisceaux 
sont courts et d'epaisseur moyenne. 

5 Selon un autre mode d' action, les produits pseudo- 

dipeptides selon 1' invention f avoriseraient la cicatrisation 
en agissant sur les cellules du systeme immunitaire 
irapliquees a un stade precoce dans la cicatrisation 
(lymphocytes, mastocytes, monocytes) et dont le r61e 

10 principal est la secretaion des facteurs de croissance. 

Ce pouvoir "immunostimulateur" est mis en evidence a 
l'aide d'un test in vitro sur splenocytes murins. Le 
protocole est extrait de : J. Kunert-Radek , H. Stepien, K. 
Lyson et M. Pawlikowski - "Effects of calcium channel 

15 modulators on the proliferation of mouse spleen lymphocytes 
in vitro" - Agents and Actions, vol.29, Nos 3-4 (1990), p. 
254-258. 

La proliferation cellulaire est suivie par la mesure 
du taux d' incorporation de thymidine tritiee dans les 
20 cellules, exprime en nombre de des integrations par mn, 
deduites du bruit de fond. 

Les resultats obtenus avec un immunostimulant de 
reference, la concanavaline A, sont donnes a titre de 
compar ai son . 

25 L'effet immunostimulateur est exprime par un Index de 

Stimulation ( IS ) . 

Nh de. disintegrations par mn d'une suspension cellula t e additionnee de compose mitogen? 
1 S Nb de disintegrations par mn d'une suspension cellulaire de reference sans mitogene 

30 

Les valeurs correspondent a la moyenne de trois 

mesures . 

On observe un effet immunostimulateur maximal pour urie 
concentration de 25Hg/ml en fi-alanylhistamine. En conclusion, 
35 on observe un effet immunostimulateur (proliferation 
cellulaire) moder6 pour ce pseudo-dipeptide pour des 
concentrations comprises entre 5 et 25 ug/ml. 

FEUILLE RECTIFIES (REGLE 91) 
ISA/EP 
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Concentration 


Immunomodul ateur 


( ng/ral ) 




2,5 5 


10 25 


50 


IS ( 0-alanyl-histamine ) 


4,8 15,7 


16,9 18,6 


12,8 


IS ( concana valine A) 


4,8 25.1 


20.5 12,6 





10 



15 



20 



25 



30 



Cette activite est comparable a celle d'un mitogene 
de reference, la concanavaline A. 

Les produits pseudo-dipeptides selon 1' invention 
peuvent participer a la protection de l'organisme contre les 
reactions allergiques, et notanunent s ' opposer au choc 
anaphylactique, en exercant une activite regulatrice de la 
reponse immunitaire. 

Ce type de produit agirait egalement en s'opposant a 
1 ' augmentation de la permeabilite des vaisseaux sanguins, 
responsables de l'oedeme et par un effet antagoniste vis-a- 
vis de la bradykinine, un effecteur de la reaction 
oedemateuse (Ref. K. Nagai Ed. - "Studies of carnosine and 
related chemicals on the physiology of wound repair 
mechanism", nanpc ?A_?* 



Trtb-fr« 1 1 one. \ \ 

- — . J w v-*-"'»//. 



le caractere 

anti-histaminique potentiel de cette famille qui jouerait un 
role dans cette propriete. 

Applications therape utiques et cosmetologiques 

L ' ensemble des proprietes enoncees ci-dessus, dont la 
caracteristique essentielle est de participer au renforcement 
des moyens naturels de defense et de reparation de 
l'organisme conduit a des applications therapeutiques et 
cosmetologiques appreciables des produits pseudo-dipeptides 
selon 1' invention. 

Les proprietes antioxydantes des pseudo-dipeptides 
selon 1' invention permettent de proposer ces produits pour le 
traitement des pathologies associees au "stress oxydatif " . 

Une application therapeutique importante est le 
traitement de la cataracte. Les causes des differentes 
cataractes sont diverses. Les mecanismes impliques dans ces 

FEUILLE RECTiFiEE (REGuE 91) 
ISA/EP 
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pathologies , qu'elles soient du "type "cataracte senile" ou 
"cataracte du diabetique" sont regroupes en deux categories: 
les mecanismes oxydatifs (M. A. Babizhayev, A.I. Deyev, L.F. 
Lindberg, "Lipid peroxidation as a possible cause of 
5 cataract", Mechanisms of Ageing Dev., Vol 44 (1988); P* 69- 
89), et les mecanismes de reticulation du type glycation 
* (T.J. Lyons, G. Silvestri, J. A. Dunn, D.G.Dyer, J.W. Baynes 
"Role of glycation of lens crystallins in diabetic and non- 
diabetic senile cataracts", Diabetes Vol. 40, N # 8, (1991), 

10 P. 1010-1015). 

Conune on 1 1 a vu precedemment , les proprietes 
antioxydantes des pseudo-dipeptides s'exergant en particulier 
par leur activite anti-radicaux libres et type "per oxydase" 
et egalement leur activite anti-glycation, font des produits 

15 pseudo-dipeptides selon 1 1 invention des produits efficaces 
pour soigner la cataracte. 

Les produits pseudo-dipeptides selon l f invention 
peuvent s'opposer aux phenomenes oxydatifs responsables de 
1 1 atherosclerose . Dans cette pathologie , 1 1 oxydation de 

20 particules lipoprot6iques de faible densite (LDL) circulant 
dans le sang est responsable de la fragmentation de la partie 
proteique ( apoproteine B) conune de la fraction lipidique de 
ces particules. Les fragments formes induiraient l f apparition 
de formes cellulaires anormales (monocytes et macrophages 

25 charges en cholesterol) capables de s'agreger sur les parois 
des vaisseaux sanguins et de former la plaque d'atherome. 

Les produits pseudo-dipeptides selon 1 ! invention 
seraient de plus, particulierement adaptes au traitement de 
cette maladie dans la mesure ou il a ete mis recemment en 

30 evidence que des phenomenes de glycation sont egalement 
impliques dans la genese de la plaque d f atherome (Ref. T.J. 
Lyons - "Glycation and oxidation - A role in the pathogenesis 
of Atherosclerosis" - American Journal of Cardiology, vol.71, 
N* 6 (1993), p. 1326-1331). 

35 Les produits pseudo-dipeptides selon l 1 invention 

peuvent egalement s 1 opposer au processus de cancerogenese 
dans la mesure ou il a ete demontre que les especes 
radicalaires derivees de l'oxygene sont responsables de la 
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coupure ou de la modification des brins d'ADN, ces 
-transformations pouvant etre a l'origine de 1' evolution des 
cellules saines en cellules cancereuses. 

De meme, les proprietes antioxydantes des produits 
5 pseudo-dipeptides selon l f invention permettent d'indiquer ces 
produits pour le traitement des etats inf lammatoires 
pathologiques , et en particulier pour le traitement de 
l'arthrite rhumatisante. En effet, la deterioration du 
liquide synovial est un symptome caracteristique de 

10 l'arthrite de type inf lammatoire et on a pu montrer que la 
degradation d'un de ses constituants essentiels, l ! acide 
hyaluronique, 6tait du a un "stress oxydatif". Des etudes 
plus recentes (Ref. B. Halliwell and J.M.C. Gutter idge - 
"Chronic inflammation and the auto immune deseases" - Free 

15 Radicals in Biology and Medecine - B. Halliwell and J.M.C. 
Gutteridge Eds - Clarenton Press (1989), Oxford, p. 422-438) 
ont egalement mis en cause des phenomenes de peroxydation 
lipidique mis en jeu dans ce processus et qui expliqueraient 
1* act ion benefique des produits selon l f invention. 

20 Les proprietes antioxydantes des produits pseudo- 

dipeptides selon l f invention peuvent egalement etre 
exploitees en traitement annexe d f une radiotherapie. Cet 
effet radioprotecteur, deja connu pour la B-alanyl-histidine 
repose sur les proprietes cytostimulantes de ce type de 

25 compose, notamment vis-a-vis des cellules de la moelle 
osseuse, tres sensibles aux rayonnements utilises en 
radiotherapie . 

Selon des donnees recentes, certains symptomes 
epileptiques pourraient provenir de lesions provoquees par 

30 les radicaux libres oxygenes sur certaines regions du cerveau 
(Ref. G.R. Jackson, K. Werrbach-Perer, J.R. Perez-Polo - 
"Role of nerve growth factor in oxidant- antioxidant balance 
and neuronal injury - II - A conditioning lesion paradigon" - 
Journal of Neuroscience Research, vol.25, N*3 (1990), p.369- 

35 374). Le pouvoir regenerant des tissus (nerveux en 
1 ' occurence ) des produits de 1 ' invention est un element 
important dans cette pathologie associee a une degenerescence 
du tissu nerveux. Ces produits pourraient egalement etre 
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indiques pour le traitement de la maladie de Parkinson dans 
laquelle serai t implique un "stress oxydatif" touchant le 
tissu cerebral. 

Au niveau de la peau, les proprietes antioxydantes 
5 des produits pseudo-di peptides de 1 1 invention peuvent etre 
exploitees pour neutraliser les effets des especes 
radicalaires oxygenees generees par le rayonnement lumineux. 
lis s 1 opposeront ainsi ef f icacement aux reactions photo- 
allergiques (les especes radicalaires induisent au niveau de 

10 la peau la formation de molecules allergisantes ) . En 
association avec un principe actif sensible a 1'oxydation 
(ex: Chlorpromazine ) , ils previendront sa transformation en 
un compose toxique. 

Ce principe trouve sa meilleure application lors des 

15 traitements par photocbimiotherapie de certaines maladies de 
la peau. En effet ces traitements reposent sur 1 1 utilisation 
d'un photosensibilisant (ex: psoralene) qui, sous 1' effet 
d f un rayonnement, exerce une action benefigue (interaction 
avec 1 1 ADN ) , mais qui , malheureusement , s ' accompagne de la 

20 formation d f especes radicalaires , responsables d f effets 
secondaires indesirables • 

Les produits de l 1 invention peuvent egalement etre 
indiques pour s 1 opposer a 1 1 apparition de symptomes cutanes 
chez des individus souffrant de porphyrie, car les 

25 porpbyrines potential! sent les dommages occasionnes par les 
R. L. 

Ils pourront egalement s 1 opposer a la formation de 
lesions cutanees liee au "stress oxydatif" cbez les personnes 
souffrant de maladies autoimmunes tel que le Lupus 
30 Erytbemateux Cbronique (SLE). 

Ils s ' opposeront egalement eff icacement aux effets du 
"coup de soleil" : erythemes, oedemes et formation de cellules 
caracteristiques au niveau de la peau. 

Les proprietes antioxydantes des composes selon 
35 1 f invention peuvent bien sur etre utilisees pour la 
prevention du vieillissement cutane. Les arguments theoriques 
et experimentaux qui Justifient cette approche ont deja et6 
donnes precedemment . 
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Enfin, il a 6te demontre experimentalement que ces 
composes s ' opposaient a d 1 autres phenomenes caracteristiques 
du tissu cutane v±e±llissaivt : 

- La reticulation non-enzymatique de proteines telles 
5 que le collagene ou l'elastine par les sucres (V.M. Monnier - 

"Nonenzymatic glycosylation, the Maillard reaction and the 
aging process " - Journal of Gerontology , vol . 45, N * 4 (1990), 
p. B105-111), 

- La formation de complexes lipoproteiques 
10 ( lipof ushines ) . 

Une autre serie d 1 applications releve des proprietes 
cytostimulantes des produits pseudo-dipeptides selon 
1 f invention et, comme il l'a ete demontr6 , de leurs 

15 proprietes immunostimulatrices • Ces proprietes permettent de 
favoriser la regeneration tissulaire et la cicatrisation, et 
d'une maniere generale, de r6guler les fonctions faisant 
intervener les effecteurs de la reponse immunitaire. 

lis peuvent ainsi etre utilises pour favoriser la 

20 regeneration des tissus conjonctifs cutanes perturbes. lis 
favorisent la reparation des muqueuses apres brulures ou 
apres traitements chimio et radiotherapiques . 

Selon ce principe, ces produits peuvent egalement 
etre indiques pour la prevention et le traitement des rides, 

25 Les proprietes cytostimulatrices et regeneratrices 

des peptoxdes s/exercent tout particulierement vis a vis des 
tissus musculaires ou l'on rencrontre des concentrations 
elevees d'un dipeptide naturel apparente, la B-alanyl- 
histidine. Bien que le role physiologique de ce compose n'est 

30 pas, a l'heure actuelle, parfaitement etabli, il est 
etroitement lie au metabolisme musculaire. Ainsi, les 
produits de 1 f invention pourraient participer a 
1 1 amelioration de la contractilite des muscles, reguler la 
contraction cardiaque. On peut egalement utiliser ce type de 

35 proprietes pour le traitement de certaines degenerescences 
musculaires telles que la myodystrophie de Dushen. 
Les proprietes cicatrisantes des produits pseudo-dipeptides 
selon 1 f invention trouvent leur application dans de nombreux 
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domaines. On peut citer le traitement des ulceres gastriques, 
pour lequel un produit dipeptide apparente & la carnosine, a 
donne de bons resultats (M. Ito, T. Tanaka and Y. Suzuki - 
"Effect of N-(3-aminoproprionyl)-L-histidinato zinc (Z-103) 
5 on healing and hydrocortisone-induced release of acetic acid 
ulcers in rats with limited food -intake -time" - Japaneese 
Journal of Pharmacology, vol.54 (1990), p. 513-521). En outre, 
les proprietes antioxydantes et anti-inf lammatoires des 
produits de 1 ' invention sont utiles pour le traitement de 

10 cette pathologie. 

Les proprietes cicatrisantes des produits pseudo- 
dipeptides selon 1' invention sont egalement particulierement 
indiques pour le traitement des atteintes corneennes. lis 
pourront etre administres en traitement post-operatoire, 

15 apres incision de la cornee pour la correction de la myopie, 
par exemple. 

lis peuvent egalement etre avantageusement utilises 
pour le traitement des pathologies de "l f oeil sec" en 
favorisant la cicatrisation de l f epithelium comeen mais 

20 egalement grace a un comportement de "larme artif icielle" : 
protection des tissus leses contre le "stress oxydatif" 
(6tat, inflammation, rayonnement U.V.), incorporation dans 
des formulations favorisant la restauration du film lacrymal. 

Des compositions contenant les produits pseudo- 

25 dipeptides de 1' invention pourront aussi, de par leur action 
immunostimulante et regeneratrice des tissus, s 1 opposer aux 
phenomenes de degenerescence retinienne. lis verront leurs 
effets ren forces par le fait qu'une compos ante "stress 
oxydatif" intervient dans cette pathologie (Ref. R.E. 

30 Anderson, L.M. Rapp, R.D. Wiegand - Current Eye Research, 
vol.3 (1984), p. 223-227). 

Une autre application importante des produits pseudo- 
dipeptides de 1' invention est plus specif iquement en relation 
avec leurs propriet4s immunomodulatrices . II pourrait ainsi 

35 etre particulierement benefique d f inclure les produits 
pseudo-dipeptides selon 1 • invention dans les parf urns et 
deodorants afin de s' opposer aux reactions allergiques, et en 
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particulier aux chocs anaphylactiques, provoques par 
certaines compositions f ortement odorantes . 

Applications comme stabilisant et conservateur 

5 ; - 

L f excel lente tolerance vis-a-vis des pseudo- 
dipeptides selon 1 ? invention, et leurs proprietes 
antioxydantes et cytostimulantes moderees permettent de 
proposer ces produits pour la conservation et la protection 

10 de substances sensibles a l'oxydation, de matieres 
alimentaires ou d'organes et de tissus conserves ex vivo. 

On peut citer la prevention de 1 ' oxydation des 
liposomes afin d'ameliorer leur stabilite et d'eviter la 
formation de sous-produits toxiques, la protection de l'acide 

15 hyaluronique incorpore dans des formules cosm&tiques contre 
!• action depolymerisante des radicaux libres, la protection 
des builes et des produits alimentaires oxydables , de 
produits dietetiques . 

Les produits de l f invention permettent d'amfeliorer la 

20 conservation des vaccins du sang et du serum, la preservation 
d'organes vou6s a la transplantation (avec une reference 
particuliere pour le coeur). 

Les applications des produits pseudo-dipeptides de 
25 1' invention ont 6te mises en evidence dans les exemples 
suivants qui donnent les doses et les formes administrables 
des produits utilises comme medicaments ou comme agents 
stabilisants . 

30 Exemple 1 

Cet exemple concerne 1 1 utilisation de la fi-alanyl- 
histamine pour soigner des patients atteints de cataracte. 

L ' etude a ete congue comme une evaluation prospective 
des modifications de l'opacite du cristallin chez les 
35 patients atteints de la cataracte. Tous les patients ont subi 
un examen opbtalmique initial* celui-ci incluait 
1 1 etablissement de I'historique medical du patient, une 
mesure de l'acuite visuelle & correction maximale, des 



BNSDOCID: <WO 9419325A1J_> 



WO 94/19325 



27 



PCT/FR94/00189 



ophtalmoscopies directes et indirectes , une evaluation des 
opacit&s avec la lampe a fente, une classification clinique 
du cristallin a mydriase maximale, une classification selon 
le type de cataracte, et des photographies du cristallin par 

5 retroillumination. De plus, des echantlllons de sang ont 6te 
preleves au depart, puis en suivi pour les analyses 
chimiques. L 1 ensemble a pennis d f 6tablir I'etat initial des 
patients avant traitement (definition d'une "ligne de base"). 

Des suivis d'examens ophtalmiques furent effectues 

10 toutes les 2 semaines pendant 2 mois, puis chaque mois. lis 
incluaient l'acuite visuelle maximale apres correction, des 
ophtalmoscopies directes et indirectes, un examen a la lampe 
a fente, et apres une dilatation maximale de la pupille (en 
excluant les glaucomes primaires a angle ouvert), une 

15 classification clinique des cristallins, une classification 
de la cataracte- Ont ete prises egalement des photographies 
du cristallin observe par retroillumination ou avec la lampe 
a f ente. 

Parallelement, les changements du cristallin ont ete 

20 examines chez tous les patients en utilisant le microscope a 
la lampe a fente de Zeiss. Les observations photographiques 
obtenues avec cette technique incluaient un examen initial, 
des etudes intermediates et un examen final a la fin de la 
periode de traitement. 

25 En utilisant la technique de la lampe a fente, le 

cristallin a 6te photographie couche par couche afin de 
visualiser tout le segment anterieur de l'oeil, de la cornee 
a la capsule posterieure 

Avec cette technique, un examen reflexe a la lumiere 

30 rouge a 6t6 realise, selon une technique de retroillumination 
convent ionnelle. Les modifications du cristallin ont par la 
suite ete classees selon la localisation anatomique et 
1' importance de la modification. 

Des opacites corticales ont ete evaluees en 

35 retroillumination et photographiees . Le film a ensuite ete 
soumis a une mesure de densitometrie lineaire avec un 
microdensitometre. Les valeurs d'opacite ont ete reportees en 
valeur relative en utilisant une gamme d 1 opacification 
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etalon. Les mesures d'opacite corticale ont ete fetalonnees en 
tenant egalement compte de la surface tot ale exposee au 
rayonnement. Les opacites sub-oculaires posterieures ont: 6t6 
mesurees en retroillumination par la plus grande hauteur, de 
5 la base au sommet, et la plus grande largeur, en utilisant 
l'echelle de la lampe & fente. 

Des photographies du cristallin furent aussi prises 
sur des opacites nucleaires et corticales et par la suite 
furent gradu§es. 

10 Les dif ferents cliches pris avec la lampe a fente ont 

6t6 analyses a l'aide d'un "tube plumbicon" . Cet appareil 
permet de transposer avec une grande fidelite une mesure 
d'intensite lumineuse en un signal electrique qui est entre 
et stocke dans un systeme d 1 analyse d f image informative . A 

15 l'aide d'un programme specif ique, 1* image du cristallin ainsi 
"numerisee" peut etre reproduite sous la forme de graphes a 2 
ou 3 dimensions. 

Une description detaillee de cette methode de 
traitement de l f image est donnee dans l f article de Babizhayev 

20 M. A, Zhukotskii A.V. and Sologub A. A. (1992) / "Image analysis 
of the lens opacities induced in developing chick embryo by 
glucocorticoid", Exp. Eye Res. 55, 521-537. 

Des exemples de ces images reconstruites sont 
fournies en Annexe 1. Les histogrammes representes montrent 

25 sur un exemple concret l f int6ret d'une telle methode 
d 'evaluation. Un cas de cataracte subcapsulaire posterieure 
est etudie avant et apres 2 mois et demi de traitement en 
administration topique (instillations) avec un collyre a 1% 
de P-alanyl -histamine. Les histogrammes; donnent la 

30 distribution quantitative des opacites avec un pic 
d f integration de 58,44*18,14 avant traitement, et 44,95±8,77 
apres 2,5 mois de traitement. 

Ces analyses revelent une regression partielle des 
opacites dans la region posterico- subcapsulaire du 

35 cristallin. 

Les resultats obtenus avec cette methode sont en 
accord avec les observations cliniques classiques. 
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Dans cette etude, 11 a ete determine differents 
groupes, a savoir: 

un groupe 1 de reference, avec des patients non 
traites (5 patients, 7 yeux), 
5 un groupe 2, auquel il a 6t6 administr6 un collyre 

qui etait un solute isotonique contenant 1% de P-alanyl- 
histamine a pH 7,4. II a et6 proc&de a deux administrations 
locales par jour (10 patients, 15 yeux) 

un groupe 3, qui a 6te soumis au meme traitement que 
10 le groupe 2, stimule par un traitement d'attaque durant les 
deux premieres semaines, a savoir: 2 injections sous 
conjonctivales 2 fois par semaine, de 0,10 et de 0,15 ml du 
solute defini pour le groupe 2 (3 patients, 4 yeux) 

un groupe 4, qui a regu une administration locale 
15 sous forme de collyre d'un solute isotonique deux fois par 
jour (5 patients, 7 yeux), le groupe 4 etant comme le groupe 
1, un groupe de reference. 

Suivant le protocole decrit plus haut, on determine 
des valeurs de la densite optique du cristallin en fonction 
20 de son opacite, ainsi que l'acuitfe visuelle, et le tout sur 
24 mois. En prenant ces deux parametres, on obtient les 
tableaux dormant les result at s concernant la modification de 
I'acuite visuelle au bout de 24 mois en annexe 2, et les 
resultats concernant la modification de 1' opacite visuelle 
25 au bout de 24 mois en annexe 3. 

On peut conclure que suivant les deux parametres 
observes, 1 • administration du produit est tres significative 
dans 1 ' amelioration de la vision et la regression de la 
cataracte . 

30 De la meme f agon, on a experiment^ une forme de 

collyre a base de N-acetyl-P-alanyl-histamine a raison de 1% 
dans un solute isotonique, qui donne des resultats conformes 
au but de l f invention. Avec une seule administration locale 
quotidienne, les resultats ont ete superposables a ceux 

35 obtenus precedemment . Ce constat peut etre explique par une 
meilleure biodisponibilite de la forme acetylee. 

Bien que l f exemple ci-dessus fait etat de collyre, on 
peut administrer le produit selon 1 1 invention sous la forme 
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de toute formulation oculaire communement acceptee telle 
qu'un gel ou autre (voir ref • "Remington's parmaceutical 
sciences handbook" Hack Pub. Co. USA contenat de 1 a 100 mM 
de 0-alanyl -histamine. 

5 

Exemple 2 

On a mis en evidence 1 f activite reparatrice sur les 
mugueuses des produits selon 1 1 invention en utilisant des 
formulations a de tres faibles doses. On a pu etudier cette 

10 action sur des gingivostomatites d'origines diverses (port 
de protheses dentaires mal adaptees, administration par 
erreur de liquide corrosif, et cobaltotherapie de la sphere- 
oropharingee ) . 

Dans tous les cas, les causes de la formation et 

15 deterioration des muqueuses gingivales et buccales ont ete 
stoppees. En plus des traitements classiques adaptes et 
administres systematiquement , il a ete remis a 50% des 
patients, un gel aqueux aromatise a 1 T orange contenant 0,28% 
de N- acetyl -3 -phenyl - 3- aminopropionyl histamine. Les 

20 observations sur ces differents cas ont montr6 une excellente 
tolerance et une reduction significative du temps reparateur 
allant de 20 a 55%. 

On peut conclure a une activite positive en 
respect ant la dose de formulation. 

25 

Exemple 3 

On a pu mettre en evidence les proprietes 
cicatrisantes en utilisant une creme cicatrisante de 
compos i t i on : 

30 Nanospheres (diametre lOOnm) contenant 

5% de Y-ami n o butyryl -histamine lOg 

Excipient hydrodispersible qsp lOOg 
pH 6,5 

Cette creme a ete appliquee deux fois par jour par legers 
35 effleurages sur des cicatrices fermees. Les zones 
cicatricielles et peri-cicatricielles ont ete massees jusqu'a 
penetration de la pommade. 
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Le S cas etudies Staient trois cicatrices de moins de 

14 mois post-chirurgicales, don* deux avec cheloides et cinq 

sequelles acn&iques 

Dans tous les cas, ±1 a 6te observe une amelioration 
5 significative de la cicatrice, une reduction des bourrelets 
et infractuosites de la peau jusqu'S disparition totale dans 
deux cas. 

En parallele, il a 6te note une restauration d'un 
teint uniforme avec disparition des turgescences . Ces 
10 resultats sont signif icativement positifs. 

Exemple 4 

Le collyre suivant a et6 utilise pour le traitement 
de lesions de la cornee et en particulier sur une pathologie 
15 de "l'oeil sec M . 

Liposomes de phosphatidylcholine 8 mg/ml 

Fibronectine de plasma humain 10 ]ag/ml 

B-alanyl -histamine • 25 pg/ml 



20 



25 



30 



dans un milieu tamponne a pH compris entre 6,2 et 7,4 

La fibronectine et la B-alanyl-histamine sont 
encapsules dans les liposomes • 

La fibronectine est une molecule d ' attachement 
cellulaire qui va favoriser la cicatrisation et la 
restauration du film lacrymal. 

Le collyre est applique a la surface de I'oeil 
pendant 10 jours a raison de deux instillations par jour. La 
quantite appliqufee doit etre suffisante pour former un film 
continu a la surface de 1 1 oeil . 



Resultats : 

La formule reconstitue durablement une couche 
35 protectrice a la surface de I'oeil, comme le met en evidence 
une etude de retention sur la cornee d'un marqueur 
fluorescent (protocole extrait de: R.F. Barber, P.N. Shek 
"Liposomes and tear film .1. Release of vesicle entrapped 
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carboxy fluorescein" - Biochimica Biophysica Acta: lipids and 
lipid metabolism, vol. 879 (L81), n # 2 (1986), p. 157-163). 

La cicatrisation est suivie a l f aide d'une lampe a 
fente: on observe une rapide reconstitution de 1 f epithelium 
5 comeen . 

Exemple 5 

La pommade utilisee dans cet exemple a egalement 6te 
utilisee pour le traitement des brulures de 1* et 2* degre 
10 super f iciel • 

acide parahydroxycinnamique 0,1 g 

essence de menthe 0/3 9 

essence de lavande 0,5 g 

menthol nanospherise 0,05g 
15 B-aminoisobutyryl-histamine 0,5 g 

excipient hydrodispersible qsp 100 g 
Des l f apparition de la brulure, on applique la pommade en 
fine couche. On repete 1 ' application toutes les tieures dans 
un premier temps, jusqu'a cessation de la douleur. Sur les 
20 brulures du ler degre, l'erythdme disparait rapiclement. Sur 
les brulures du 2 erne degre super f icielles av6C f lyctenes et 
oedeme sur epiderme rougi suivant la surface brulee, on 
observe une resorption de 1' oedeme dans les 2 heures, une 
regression de la douleur dans les 3 ou 4 heures. 
25 Dans les deux a trois jours qui suivent, les tissus 

sous-jacents sont regeneres plus rapidement. II est possible 
de liberer les vesicules du liquide retenu par ces dernieres 
avec formation d'une nouvelle couche 6pidermique et 
elimination des tissus morts. On note une acceleration de la 
30 reparation epidermique, d'une part, et une excellente 
qualite, d f autre part. 

Exemple 6 

L'activite antiradicalaire des produits pseudo- 
35 dipeptides de 1' invention a 6te mise en evidence dans 
1' exemple suivant de formulation cosmetique utilisable comme 
lotion after- shave: 

6-aminocaproyl-histamine nanospherise a 5% 16 g 
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excipient liquide parfumfe 

hydroalcoolique 6* qsp 100 g 

une application reguliere apres rasage permet de conserver 
une peau en bon etat. 

Exemple 7 

En se basant sur la meme activity que l f exemple ci- 
dessus, une creme solaire a ete realisee avec la formulation 
sui vante : 

3 phenyl-3-aminopropionyl-histamine lg 
excipient hydrolipidique microdisperse qsp lOOg 
Differents cas ont ete etudies dans les salons esthetiques 
lors de seances d ' irradiation UVB. Pour des hales 
equivalents, lorsque l f on applique la creme apres exposition, 
1 f epiderrae presente une meilleure qualite dans les jours qui 
suivent les irradiations. 

Exemple 8 

Tou jours basee sur la meme activite, on a realise une 
creme entretien visage de composition suivante: 
solution de 5-aminovaleryl histamine 
nanospherisfee a 4% 20g 
ion Cu++,Fe++ (sous forme d 1 acetylmethionine ) 
excipient hydrodispersible qsp 100g 
pH 6,5 

Comme cr^me antivieillissement, avec deux applications 
quotidiennes, on a note une regression des ridules, une peau 
plus souple et plus coloree. 

Comme creme d f entretien reparatrice des agressions 
diverses, une application quotidienne suffit. On applique la 
creme par massage jusqu'a absorption totale, les Nanospheres 
vont former un film homogene avec liberation prolongee. Un 
maquillage est tout a fait possible apres 1 1 application de 
cette creme. 

On observe au niveau de la peau du visage, des 
resultats visibles stimatises par les criteres dits de bonne 
sante, souplesse, eclat, couleur uniforme et bonne 
hydratation. 
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Exemple 9 

Les produits pseudo-dipeptides peuvent aussi etre 
utilises pour proteger des huiles cosmetiques facilement 
5 oxydables, riches en acides gras insatures formul6es en 
cosraetique ou dietetique. 

II a ete necessaire d'ajouter 15 a 25 mmol par litre 
d f huile de produits pseudo-dipeptides de 1' invention selon la 
formulation suivante: 
10 20 mmol de fi-alanyl -histamine acetylee 

huile extraite de micro algues cultivees en eau de 

mer tres riches en acides gras insatures, dont EPA 

qsp pour 1 1 

On a compare le vieillissement de cette huile protegee a 
15 1' huile non protegee au bout d'un mois par le dosage de la 
malondialdehyde. Pour 1' huile non protegee , on observe une 
augmentation import ante de la teneur en dialdehyde, ce qui 
prouve bien I'activite de la B-alanine histamine acetylee 
dans la protection contre I'oxydation. 

20 

Exemple 10 

Selon le meme principe que precedemment on a preparfe 
1' huile cosraetique suivante 

25 mmol de 8-amino-octanoyl histamine 

25 huile de rosa mosqueta qsp pour 1 1 

On a comparfe les produits huile protegee/huile non protegee 
au bout de 5 semaines par la mesure de l'indice d'acide. Le 
dosage de ce dernier, dans ce cas presente une augmentation 
significative (valeur superieure a 10 pour 1' huile non 

30 protegee). On peut done en conclure que la presence de 8- 
amino-cctanoyl histamine a une action antioxydante sur 
1 'huile de rosa mosqueta. 

Tous les exemples ci-dessus ont montre que les pseudo- 
dipeptides selon 1 f invention sont actif s dans une f ourchette 

35 de 1 a 100 millimoles d' actif s par litre avec un pic 
principal de 10 a 25 mM. 
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ANNEXE 1 

DISTRIBUTION QUANTITATIVE DE l'OPACITE 



AVANT 




_i i i i i i i i i i i i i i i i i 



DISTRIBUTION 

APRES 




I l i i i i i l I 1 1 1 1 1 1 L. 

DISTRIBUTION 
FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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ANNEXE 2 

MODIFICATION DE L 1 ACUITE VISUELLE AU BOUT DE 24 MOIS 



TABLEAU 1 



PATIENTS NON TRAITES et TRAIT ES avec PLACEBO (Groupe 1 et 4) 



Aculle 
vlsuelle 
de depart 


Nombre 
de yeux 


AMELIORATION 
de L-ACUITE VISUELLE 


ETAT 
STATIONNAIRE 


DETERIORATION 
DE L' ACUITE VISUELLE 










♦ 






20/25 


2 












2 




20/30 


1 


1 




0 










20/40 


3 










1 


1 




20/50 


1 






0 










20/60 


2 










1 






20/70 


1 






0 






1 




20/100 


0 
















20/200 


3 


1 










1 




! < 20/200 


1 


















14 


2 


0 


0 




2 


5 


5 



TABLEAU 2 



PATIENTS TRAITES (Groupe 2 et 3) 



Acuite 
vlsueKe 
de depart 


Nombre 
de yeux 


AMELIORATION 
de L' ACUITE VISUELLE 


ETAT 
STATIONNAIRE 


DETERIORATION 
DE L*ACUITc VISUELLE 


♦ 








+ 






20/25 


1 


1 














20/30 


5 


1 


4 












20/40 


4 


1 


3 












20/50 


2 


1 














20/60 


















20/70 


2 


1 














20/100 


4 






2 






1 




20/200 


1 
















< 20/200 


0 


















19 


5 


11 


2 




0 


1 


0 , 
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ANNEXE 3 

MODIFICATION DE I* 1 OFACITE VISUELLE AU BOUT DE 24 MOIS 



TABLEAU 1 



PATIENTS NON TRAITES et TRAITES avec PLACEBO (Groupe 1 et 4) 


% ; 

DE 

MODIFICATION 


DIMINUTION 
DE 

L'OPACITE 


ETAT 
STATIONNAIRE 


AUGMENTATION 
DE 
L'OPACITE 


5 a 9% 






8 


10 & 14% 






2 


15 £ 19% 


1 




2 


20 a 24% 






0 


+ 25% 






1 




1 




13 



TABLEAU 2 



PATIENTS TRAITES (Groupe 2 et 3) 


% 


DIMINUTION 


ETAT 


AUGMENTATION 


DE 


DE 


STATIONNAIRE 


DE 


MODIFICATION 


L'OPACITE 




L'OPACITE 


5 a 9% 


3 






10 a 14% 


5 






15 a 19% 


5 






20 a 24% 


1 






+ 25% 


5 








19 
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REVENDICATIONS 

1. Produit pseudo-dipeptide obtenu par couplage 
entre l f histamine ou 1' histamine mtthyl-substituee et un 
acide amine ayant pour formule: 

5 Rl R2 R n Y 

II II 
A C C — * * # # C — C COOH 

II II 
R'l R f 2 R 'n Z 

10 dans laquelle A represente un radical choisi dans le groupe 
consistant en radicaux amines , amides, lactames, urethanes; 
R l * R ' 1 * R 2 ' R ' 2 • • • • R n ' R ' n representent chacun un atome 
d 1 hydrogene , un radical hydrocarbone ou un groupement 
fonctionnel tel qu'une fonction alcool, carboxyle ou thiols 

15 une fonction amine, un radical alcoxy ou thioether, un 
groupement sulfate ou phosphate; Y et Z representent chacun 
un atome d' hydrogene ou de fluor, ou un radical 
hydrocarbon^ pouvant etre substitue par un ou plusieurs 
groupements fonctionnels, et n est un entier superieur ou 

20 egal a 1, la liaison covalente avec l 1 histamine ou 
1' histamine methyl -substitute etant une liaison peptidique 
entre le radical carboxylique de l 1 acide amine et le 
radical amine de 1 'histamine. 

2 . Produit pseudo-dipeptide selon la revendication 
25 1 caracterise en ce qu'il a pour formule: 

H R ± R 2 R m 

III I 

X N C C — C — COOH 



30 



I I I 

R f l R'2 R 



m 



dans laquelle X represente un atome d' hydrogene ou un 
groupe acetyle, et m est un nombre entier superieur ou egal 
a 2. 

3. Produit pseudo-dipeptide selon la revendication 
35 2 caracterisfe en ce que 1 1 acide amine a pour formule: 
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H R X R 2 

I I I 

X N C C — (CH 2 ) P COOH 

I I 

H H 

5 

dans laquelle Rj est un atome d'hydrogene ou un radical 
phenyle, R 2 est un atome d'hydrogene ou un radical methyle, 
et p est un nombre entier superieur ou egal a 0 et 
inferieur ou egal a 3. 

10 4. Produit selon la revendication 2 caracterise en 

ce que ledit acide amine est choisi dans le groupe 
consistant en p-alanine, acide Y-aminobutyrique, acide p- 
amino-isobutyrique, acide 5-aminovalerique, acide 3-phenyl- 
3-aminopropionique, acide 6-aminocaproique , acide .8- 

15 aminocaproique, acide N-acetyl-fi-alanine, acide N -acetyl -3- 
phenyl - 3 - aminopr opionique , acide 4-methyl-aminobutyrique, 
acide DL-fi-aminobutyrique, et acide L-glutamique. 

5. Produit pseudo-dipeptide selon la revendication 
2 caracterise en ce que X, et R 2 repr^sentent un atome 

20 d'hydrogene et m = 0, ledit acide amine etant de la f*- 
alanine, et le produit pseudo-dipeptide obtenu etant la 
alanyl-histamine de formule: 

■ \ 

25 H 2 N - CH 2 - CH 2 - C - NH - CH 2 - CH 2 - ^ / 

N 

6. Produit pseudo-dipeptide selon la revendication 
1 , 2 ou 3 caracterise en ce que 1 ' atome d ' oxygene du 
groupement carbonyle resultant du couplage entre 

30 l f histamine et 1 ' acide amine est remplace par un atome de 
souf re. 

7. Procede chimique de preparation du produit selon 
1 1 une des revendications 1 a 5 caracterise par les etapes 
suivantes : 

35 - on rend ledit acide amine N-protege par un 

groupement X , 
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_ on rend ledit acide amine O- active par un 
groupement Y, 

- on couple ledit acide amine N- protege et O- active 
avec l f histamine ou 1* histamine methyl -substitute, et 
5 - on elimine X ou non selon le produit pseudo- 

dipeptide utilise 

8. Proc6de selon la revendication 7 caracterise en 
ce que l f acide arain£ est rendu O-active par esterif ication 
de la fonction carboxyligue dudit acide amine. 
10 9. Proc6de selon la revendication 8 caracterise en 

ce que l'etape d 1 esterif ication pour rendre 1 1 acide amine 
O-active est realisfee par la reaction avec un compose 
choisi dans le groupe consistant en: alcool de 
cyanomethyle, o-nitrophenol , 2, 4, 5-trichlorophenol, p- 
15 nitrophenol , 2 , 4-dinitrophenol , pentachlorophenol , 

pentaf luorophenol N-hydroxyphtalimide , N- 

hydroxysuccinimide , 1-hydroxypiperidine et 5-chloro-8- 
hydroxy-quinoline . 

10. Procede selon la revendication 7, 8 ou 9 
20 caracterise en ce que le produit pseudo-di peptide est de la 
p— al any 1— hist amine prepares de la fa^on suivants: 

370 mg de chlorhydrate d ? histamine (2 mmol) sont 
dissous dans 7 ml de dimethyl formamide ( DMF ) , 

0,56 ml de triethylamine (4 mmol) et 800 mg de N- 
25 terbutyloxycarbonyl- {5- alanine pentaf luorophenyl -ester (2,25 
mmol) sont ajoutes au melange, 

le melange est agite 30 minutes a 0*C puis 3 heures 
a temperature ambiante, 

le residu est filtre puis lave avec du 
30 dimethyl formamide, 

le dimethyl formamide est evapore sous vide, 
de 1 T ether est ajoute au residu et le compose 
huileux N-terbutyloxycarbonyl-fJ-alanyl-histamine est 

recueilli par decantation, 
35 le chlorhydrate de (J-alanyl -histamine est ensuite 

obtenu par traitement du N-terbutyloxycarbonyl-^-alanyl- 
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histamine par de 1 ' acide chlorhydrique en solution dans 
l'acide acetique pendant 30 minutes, 

1' acide acetique est partiellement evapore sous 
vide et de 1' ether est rajoute au residu, 

le residu est alors filtre, 

la recristallisation par le systeme 

ethanol/methanol (50/50)- ether ethylique conduit a 
l'obtention de 300 mg de chlorhydrate de p-alanyl- 
hi st amine, et 

la p-alanyl-histamine base est obtenue par passage 
du chlorhydrate correspondant sur des resines. 

11. Procede enzymatique de preparation du produit 
selon l'une des revendications 1 a 5 caracterise en ce 
qu'il consiste a coupler l'acide amine avec 1' histamine ou 
1' histamine methyl- substitute en presence d ' un catalyseur 
enzymatique du type hydrolase. 

12. Procede selon la revendication 11 caracterise 
en ce que ledit catalyseur enzymatique est une hydrolase 
choisie dans le groupe consistant en lipases extraites de 
micro-organismes ou d'origine animale, et en proteases. 

13. Procede selon la revendication 11 ou 12 
caracterise par les etapes suivantes: 

on rend l'acide amine N-protege par un groupement X 
on rend l'acide amine O- active par un groupement Y, 
on couple l'acide amine N-protege et O- active avec 

1' histamine ou 1' histamine methyl-substituee en presence 

dudit catalyseur, et 

on elimine le groupement X selon le produit pseudo- 

dipeptide utilise. 

14. Procede selon la revendication 13 caracterise 
en ce que l'acide amine est rendu O-active par 
esterification de la fonction carboxylique dudit acide 
amine. 

15. Procede selon la revendication 14 caracterise 
en ce que l'etape d ' esterification pour rendre l'acide 
amine 0-active est realisee par la reaction avec un compose 
choisi dans le groupe consistant en alcools aliphatiques ou 
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alcools aromatiques en excluant lea alcools tertiaires, 
comprenant notanunent 1'ethanol, 1mm halogeno-alkylalcools 
t els que 2,2,2-trichloro-ethanol, le phenol, 1'alcool de 
cyanomethyle, 1 'o-nitrophenol, le 2,4, 5-trichlorophenol, le 
> p-nitrophenol, le 2, 4-dinitrophenol, le pentachlorophenol , 
le pentafluorophenol, la N-hydroxyphtalimide, la N- 
hydroxysuccinimide, la 1-hydroxypiperidine et la 5-chloro- 

8 -hydroxy- quinoline. 

16 Precede selon l'une quelconque des 

0 revocations 11 a 15 caracterise en ce que ^ Produit 
pseudo-dipeptide est de la N-acetyl-p-alanyl -histamine 

obtenue par les etapes suivantes: 

- 2 38 g (15 mmoles) de N-acetyl-p-alanine ethyl 
ester et 1,11 g (10 mmoles) d'histamine sent dissous dans 

15 40 ml d'un melange tert-amylalcool-heptane (25:75), 

- O 5 g de lipase Amano P (Pseudomonas sp. ) sont 
ajoutes et' la suspension est chauffee a 40-C, sous 
agitation jusqu'a disparition complete de 1 'histamine, 

- la lipase est recuperee par filtration, 

20 - le solvant de tert-amylalcool-heptane est evapore 

sous vide pour aomitsj. u.u uwiiiyw^w ~ * 

_ ie residu obtenu est triture dans 1' ether 
ethylique afin d'eliminer 1'exces de N-acetyl-p-alanine 
ethylesther, et obtenir environ 1,9 g de N-acetyl-p-alanyl- 

25 histamine. 

17. Application du produit selon l'une des 
revendications de 1 a 6 pour obtenir un medicament destine 

a soigner la cataracte. 

18. Medicament resultant de 1 ' application selon la 
revendication 17 administre sous forme d'une formulation 
oculaire communement acceptee telle que collyre ou gel. 

19. Medicament resultant de 1 « application selon la 
revendication 17, administre sous forme d' injections sous 
con joncti vales contenant environ 1% de p-alanyl-histamine. 

35 20. Application du produit selon l'une des 

revendications 1 a 6 pour obtenir un medicament destine a 
soigner 1 ' atherosclerose. 



30 



9419325A1 I _> 



WO 94/19325 



PCT/FR94/00189 



43 

21. Application du produit selon l'une des 
revendications 14 6 pour obtenir un medicament: destine & 
soigner les divers etats inf lanunatoires associes au stress 
oxydatif . 

5 22. Application du produit selon l f une des 

revendications 1 a 6 pour obtenir un medicament destine a 
soigner les maladies de la peau associ6es au stress 
oxydatif telles que la photoallergies la porphyrie, et le 
Lupus Erythemateux . 

10 23. Application du produit selon 1 ■ une des 

revendications 1 a 6 pour obtenir un medicament destine a 
la cicatrisation des tissus tels que les tissus cutanes, 
les ulceres gastriques et les tissus oculaires. 

24. Medicament resultant de 1 f application selon la 
15 revendication 23 administre sous forme de collyre pour le 

traitement de lesions de la cornee et en particulier sur 
une pathologie de "l'oeil sec". 

25. Medicament selon la revendication 24 ayant la 
composition suivante: 

20 Liposomes de phosphatidylcholine 8 mg/ml 

Fibronectine de plasma humain 10 pg/ml 

B-alanyl -histamine 25 fig/ml 

26. Application du produit selon l'une des 
revendications 1 & 6 pour obtenir un medicament anti- 

25 allergie. 

27. Application du produit selon l'une des 
revendications 1 a 6 pour obtenir une composition 
therapeutique ou cosmetique destinee a la regeneration et 
au rajeunissement des tissus tels que les muqueuses et les 

30 tissus cutanes. 

28 . Application du produit selon 1 1 une des 
revendications 1 a 6 pour la conservation et la 
stabilisation de substances sensibles a l'oxydation, de 
matieres alimentaires ou d'organes et de tissus conserves 

35 ex vivo. 
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